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緒 論．
　さきにわれわれは宮崎，Hesterinのacetylcho－
line（Ach）新比色法1）を慮用し各動物組織のcho－
linesterase（ChE）を＝測定するとともにChE特異性
と基質濃度の関係について・述べた。2）
　従來ChEの測定は種々の方法により，しかも廣
範囲にわたり行われているが，酵素液作製時にお
ける抽出液の影響については何等特別な関心が佛
われていなbようである。
　最近Ord＆Thompson等3’は白鼠脳，心室筋を
nJ　knてChEの分離を試みているが，彼等は分離
に：先立ち抽出液の槍討を行ってV・る。
　われわれはChE測定上，　更にまた今後：行わん
とするChE分離操作の前段階としても抽出液槍
討の要を感じ氏等の報告を追試拡張し，從來4）特
異的及び非特異的ChEの代表とい対つれる各紺織
について抽出液のpHと塩類の及ぼす影攣を襯察
し，二，三の知見を得たので報告する。
実験方法
1．　測定方法：　宮崎，Hesterin　Ach新比色法
ユ）宮崎，其の他：札医紀要27，（195】）．
2）今野：札医紀要2，255（195幻．
3）　Ord，　M．　G．　＆　Thompson，　R．　EI．　S．：　Bioehem．　J．　49，
　2．抽出液：蒸溜水，NaHCO31夜，　Ringer氏液（抑圧
測定用），燐酸雄藩液，NaOH液，　NH40正【液：
　3．酵素液作製法：組織0．飾盆．Ogを正確に秤量し，金
剛砂にて充分磨伴後，上記抽出．液20ccを加え1時間抽出
後3，500～4，000回，10分遠心上清を使用す
　4，実瞼條件：
　　a）pH測定はpH訓瞼紙によった
　　b）酵素液作製時の條件は可及的一定にした
　　e）基質としてAch終末濃度0．025　M，0．0025　M水溶
液を用う
　5．反慮條件：反鷹時は凡てpH　7．4において行なった
　6．使用組織：　特異的ChE（白鼠，家：兎の脳），非特異
的ChE（犬肝，膵｝
　　　　　　　　　実験成績
　1．抽li｝時間の強討
　第1表に示す如くNaOH，　Ringer氏液を用いて犬肝，
白鼠脳について槍討した結果1蒔閥抽出の場合も，　凝謹夜
抽ILtの場合にも滑性度に’；Yi明な変化を認めなかった。
　2．　NaHCO：s液（pH　8．2），燐酸媛衝液（pH　7．4）Ringer
氏液（pH　8．3）及び蒸溜水（pH　6．4）抽出の影．響
　第2褒，第ユ図に示す如く白鼠脳の場合，蒸溜水抽出時
における活性度は最高で組．織0．1竃常りAch分解量は6．60
mg，Na’HCOii液抽出2．44　mg，　Ringer氏液L80　m繧，燐
　　　1，9－1　（’d　9510．
4）　Whittaker，　V．　P．　：　Ph．ysiol．　Rev．　31，　3（1．95－D．
4
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　　　第1表抽出時問の検討
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酸緩衝液によるものは最低で1．24　mgであった。家兎脳の
場合も蒸溜水抽出が最高で4．84mg，　NaHCO3液1．60　mg，
Ringer唾液1．08　mg，燐酸綾衝液では0．36　mgであった。
犬肝の場合は蒸溜水抽1119＝05mg，　NaHCQ・液9・58　mg，
Ringer聴器9」6　mgでこの開には著明な変化を見ないが，
燐酸緩衝液では低下し7．01mgであった。犬膵”）場合も蒸
溜水抽出16。66　mg，　NaHCO3液：1S．02　mg，　Ringer氏液
17．42m露で燐酸緩衝液では15．57　mgであった。
　　　　　　　　　第2表
蒸溜水（pH　6．4」，　NaHCO31pH　8．2），　Ringer〔pH　8．3）
　　及び燐酸綾衝液（pH　7．4）による垂由出度合
　　　　　　　　　Ach分解量mg／組．織。．19
　　　　　韓駄　　　　t’」・）・HC“3　　　Rt轡γ　　　麟繭漱
　　　第1図蒸溜水（pH　6．4｝，　NaHCO3（pH　8．2），
　　　　　Ringer（pH　8．3）及び燐酸綾衝液
　　　　　　（pH　7．4）によるGhE吉由出ナ隻・含
　　　　　　　（蒸溜水抽川峙の活性度を玉00％とする）
’第3裏，第2図に示す如く白鼠脳の場合pH　5．2では殆
ど活性度は見られず，pH　6．2で0．08　mg，　pH　7．4で1．24mg，．
pH　8．2では鞘2mgとなった。犬肝の揚合はpH　5．2；3．6Lt
rng，　pH　6．2　；　6．　47　，mg，　pH　7．4　；　7．01　mg，　pH　8，2　；　7．91　mg
となり，脳，肝の場合ともアルカリ側に傾くに從い活性度
は高まっている。
第3表pHの影響
　　　Ach分解：量mg／組織。．l　g
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　3，抽出時におけるpHの影響
　実瞼2において独出液はおのSaのpHを異にしているた
めその影響を考慮し，燐酸緩衝液の各種pH溶液を以て抽
出を試みた。
1）pH　8．2の場合を亙00％とした時のChE活性度．
％を示す
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　　　第2図抽出1専におけるpHの影響（pH　8．2
　　　　　　抽出時の活性度を亙00％とする）
　4．蒸溜水（pH　6．4），　NaOH液（pH　8．2），　NaHCO3液rpH
S．2），NH・OH液（pH　8．2）燐酉蝦衝液（pH　8．2）抽出の影響
6 今野一ChQllneS七eraseに関する研究II 札幌日誌　1953
　次に蒸溜水以夕トのpHを・．一・S”9にした前記抽出液について
検討した。
　第4表，第3図に見る如く自鼠脳ではNaOH液抽IJtが
7．26　mg，蒸溜水6．60㎜9，　NH40H液3．76　mg，　NaH〔CO3液
2．44mgで燐酸緩衝液では？．08　mgであった。家．束脳は
NaOH液5．60　mg，蒸溜水4．84　mg，　NH40H液4．00　mg，
NaHCO3液董．60　mgで燐酸綾衝液は0．88　mgであった。次
に犬肝の場合はNaOH液9．54　mg，　NaHCO3液9．58　mg，
NH40H液9．54　mg，蒸溜水9．05　mgであり，燐酸緩衝液で
は7．91　mgであった。膵の場合はNaOH液ユ8．56　mg，
NaHCO3液18．02　mg，　NH40H液17．74　mg，蒸溜水16．66
mgであった⊃
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第3図蒸溜水（pH　6，4），　Na耳CO3（pR　8，2），　NaOH
　　（pH　8．2）、　NH40H（pH　82）及び燐酸媛衝液
　　　　　（pH　8．2）による抽出度合
　　（蒸溜水抽．出時の活ll生度を100％とする）
総括並びに考按
　1．　才由μ貸夜pHとChE　47与異・1生
　第2図に見る如く白鼠脳，輿望の場一合ともアルカリ側に
傾くに思い上清ChE値は高く現われ，抽Ill液としてアルカ
リ性のものを選ぶべきことを示唆している。興味あること
は脳及び肝のpHに対する影響は同様であるが，脳の配合
は肝に比べてかなり影響され易い曲線を示しているζとで
ある。
　Ord＆Thompson3）は各抽9f，　ikを用い白鼠脳の場合につ
き詳目皿に槍討している。即ち脳の全磨檸液の2舌性度を測〉と：
し，蒸溜水抽出の場含にはGhEの大部分が沈渣よりも上清
に移行するが，NaHCO3液抽lj　1では大部分が沈渣に残存し
上清ChEは少ない。更にまたNaHCO3液‘pH　8．6）抽出よ
りもNaHCO3＋NaOH液（pH　10．6）抽出の場合の上清ChE
値：は高い。またNaHCO3液抽Hlに射り該液の濃度を増づ』に
從い上清に移行するChEは漸次減少していくこと等を報
じている。
　また玉井5ノは血清，血球ChE測定時の至漉水素イオン
濃度を楡聴し，両者の場合pH　7、eと規定しているが，アル
カリ側において非特異的CbEである血清では漸減するに
反し，特異的ChEである血球では急速に減少すると述べ
ている。
　われわれの成績は上述のThompsonの報告・と全
く一致する。脳及び肝の場合それぞれpHにより
受ける影響の度合が著明に異なるのは玉井等の成
績と比較し興味ある点である。われわれの場合は
酸側に大きく影響し，アルカリ側では・逆に抽出の
好條件であることを認めたが，氏の場合はアルカ
リ側において上側におけるより弧い変曲点を示し
ている。勿論両者は反三時のpH，抽出時のpHを
見ているので比較は出心ないが，玉井の結果は，
AchとChE作用基との衝突．及びAchを分解する
酵素化学的な反慮がアルカリ．及び酸側におV・て阻
害あるいは緩和されるためであるとするならば，
われわれの場合アルカリに傾くにつれて抽出の良
好なるは組織蛋白の軽度の変性またぽ蛋白構造の
緩みが生する結果，紬織蛋白中に含まれるChE
の拙出を容易ならしめると考える。また酸側にお
v・てChEが抽出され難いととはpHが酸傾するに
俘なって組織蛋白が等電点に近づく結果，次第に
難溶性と塗り抽出力：困難となるのではなかろうカ㌔
5）玉井；生化学22，32　（1　950）J
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　しかしながら特異的，非特異的中ChEのpHに
よる抽出度合が著しく異なり，前者が酸傾ととも
に加速度的に減少し，後者では比較的影響が築く
現われることは両者ChEの構造が異なるためと，
紅織蛋白その他の化学的性歌が異なるためであろ
う。玉井の場合とわれわれのそれとでは條件が異
なるので一領に判断は出來なV・カbs，少なくとも特
異的ChEは非特異的ChEに比べpHに対して影
響され易V・ことは事実である。
　いす．れにしても脳，肝の場合の各pHにおける
抽出の異同は隊素蛋白柑造その他の関蓮からして
も興味ある問題であろう。
　2．拙出時の塩類と特異性
　次に蒸溜水を除いて各抽出液のpHを一定にして得た成
績は第3図に見る如く，白鼠，家兎脳ではNaOH液，蒸
溜水抽出晴…の上清CbE活・1コ三度はNH40H，　NaHCO3液，
Ringer氏滅：，燐酸緩衝液に比べて遙かに高い。肝，膵の場
合には蒸溜水，NaOH液，　N且・OH液，　Ringer氏液問に1よ
著明な変化はないが燐酸緩衝液では遙かに低い値を示しで
いる。興味ある点は肝，膵の場合には燐酸緩衝液を除く他
の抽出液問には著明な変化を見ないに反し，脳の場合には
NaOH液，蒸溜水に比べ他の抽出液では活性度が急速に低
下を示していることである。
　Ord＆Thompson3）は前述の成績の中でNaHCO3液の
濃度を増すに謡い上清ChEは少ないことを報じている。
またAlles＆Hawes等6）によれば赤血球ChEはある食塩
濃度でChEの加水分解速度は最大値を示し，それ以上でも
それ以下でもChEの活性度は低下するが，血清ChEでは
影響を受けないということを以てChE特異性を勢評する
一つの月割としている。両成績は條件こそ與なれ塩類濃度
がChE特異性と関連あることを物語るものであろう。
　．われわれの威績は脳の場合NaHCO3液と蒸溜
水抽出との関係はThompsonと同様であり，　pH
を一定にして得た上清ChEの各抽出液による変
動は抽出液に含まれる塩数の影響に因るものと考
えるわれわれの成績を一贋イf利にしてV・る。ただ
脳の場合蒸溜水よりもNaOH黙黙1：1．1におV、て若
干活性仇が高く現登りれてV・るのはpH　8．2のNaOH
液は極めて薄い塩溶液であり，この秤度の塩類の
影響よりもむしろ前述のpHに左右されたと．見る
べきであろう。肝，膵の場合も他の抽出液に比べ
塩濃度の高い燐酸緩衝液が遙かに低い値を示して
V・る点からも：更に明かである。
　塩類濃度のこのような影i響は軍に抽出能率の弟
に帰せられるべきものか，ChEの活性化に関擁す
るかとV・うことの解明に関しては，Thompson等
の成績から見ても明かな如く，抽幽の能率化，即
ち；塩類のi過剰は著しくChE抽出を’妨げるものと
いうべきである。
　興味あ．る点は非特異的ChEである肝，膵等に
比べ特異的ChEである脳の場合におV・て，この
塩類に対する影響がかなり鋭敏なことである。前
述のAIIes等の観点を以てするならばわれわれの
以⊥の成績を以てしても同様ChE特異性決定の
一手段たり得るであろう。
　一方Szent－Gyδrgyi7）1ま筋肉の組織学的構造の項
口中で，細胞及び属島を水で抽出すると，その中
に含まれてV・る蛋白のかなりの部分がとけて來る
が，溶出されて詣るのは球歌蛋白質に：限られ基本
的な構造を形成する蛋白質は抽出されないと述べ
てV・る。　この点からしてChEは球ナ伏蛋白質の性
質を持つものではないかと考えられる。しかし両
ChEの抽出にかかる著明な差異のあることは矢張
り両者の雑’池の叢を思わしめるに充分であろう。
Szent－Gy6rgyi等のMyosill抽出時におけるKCI
の濃度との関係の如き劃然たる弟はなV・に：しても
特異的ChEの抽出に当って塩類濃度との間に何
等かの相関関係を宿せざるかは興味ある問題であ
ろう。
　3．至心抽出液によるChE活性度と從來の活
性度に対する槍討
　前述の如く白鼠脳の揚・合NaOH液抽出では0．l　g当り
Ach分解量は7．OO　mgで蒸溜水抽出6．60mgであるがRin－
ger氏液抽出に至っては僅かに1．8mgであb，名組織を通
じてpH　8．2のNaOH液が至適抽出液であることが解った。
　從來ChE測建は主として槍圧法を以てするAmmon法8）
が川いられてをり，酵素液：作製時の抽出液として殆・どが蒸
溜水，Ringer氏液に．限られ，抽Hl液によってChE活性度
が変動すること等に関しては最近のThompsonの研究を
6）　Alles，　G一　A．　＆　Hawes，　R．　C．　：　J．　Biol．　Chem．　133，
　　375－390　（！940）．
7）　Szent－GyOrgyi，　A．：　Chemstry　of　Muscular　Con一
　　trac七ion　（1C｝51），
8）　Ammon，　R．：　PflUger’s　Archiv．　233，　4S6（1934’．
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除いて特別な関心が佛われていない。
　回報におV・てわれわれは家兎脳ChE活性度を
Ringer氏液抽出で組織0．19当りAch分解量0・83
mg，また若；林『，佐藤9）はAmmon法を用V・Ringer
氏液抽出で0．65mg（換算して）と報じてV・るが，
今回のpH　8・2　NaOH液抽出では5．60mgの高度の
活性度を：示した。Ringer氏液抽出時の活性度がこ
のように著明に低いのは前述の如く，Ringer氏液
を以て抽出した場合にはChEの大部分が測定の
対象となる上清に充分移行していなV・からである。
即ち從來のChE測定値はいすれも抽出の悪1條件
の下に低V・活性度を求めてV・た訳で実際のChE
値は遙かに高V・とV・うことが解る。’また第ユ報
におV・て基質濃度とChE特異性の関係は活冴性度
の低い紐織では判然とせす，抽H髄：その他により
活性度の高い酵素液を得る手段が望ましいことを
述べたが，われわれのいう至論抽出液を用うるこ
とによりこの点の解明も一段と有利に展閉される
であろう。
　ChEの測定に際し，また分離精製を行う上から
も抽出液の影響は重要な役割を演ずるものといえ
よう。
　4．抽出時間の槍討
　第1表に見る如く肝，脳についてNaOH液，　Ringer
氏液による抽出喝置の駐響は紅紘を茨分陰榊後1時illl抽出
の場合も1書夜放置抽出の場合もその上清ChE活性値に
は著明な変化を見なかった。　　　’　　．　　　’
　從來ChE測定に際し酵素液作製時・の抽出時tF．fi
忙つV・て詳細な記載はなV・ようである。第1報2）
においてわれわれは一部の活’i生値の低い紅織を
対象として総て抽出如月を1叢夜とした。大江10り
はAmlnon法を以て犬心臓ChEの測定を：行った
が，1時切抽出の場合よりも1書夜抽出の場合の
活性度．ぽ茄干高V・ことを指摘してV・る。本実験に
おいて抽出時閥に著変を見なかったのは使用紅織
が磨砕容易なるためと思われるが，一般に：ChE測
定をより速かならしめる点からすれば抽出時聞に：
よる活性度の僅かな変動はむしろ考慮外として差
支えなく1時闇抽出で充分と考える。
結 語
　1．抽出液とChE特異性とは関［連があり，特異
的ChEである脳紅織は抽出液の塩類及びpHに非
常に影響され易いが，非特異的ChEである肝，膵
等ではその程度は比絞的緩慢であった。
　2．紅織ChEの測定に当って抽出液の選定は
必・要かくべからざるものであり，われわれの場・合
NaOH液（pH　8．2）が良好であった。
　　　　　　　　　　　　　　　σ1召禾028．］．12受付’）
Summary
　　The　determination　of　ChE　activity　has　been　so　far　performed　in　many　ways　and　extensively，
but　as　yet　no　particular　attention　has　been　paid　to　the　effect　on　extractive　solutions　in　preparing
enzyme、　solutions．　Afteエour　careful　investiga　ions　of　various　tissues　with　different　specificities，
we　have　come　to　know　that　the　effect　of　the　extraetive　solution　plays　a　very　important　role　not
only　at　the　titne　of　ChE　determination　but　also　at　the　stage　previous，to　ChE　purification；　and
further　it　has　been　found　out　that　salts　and　pH　of　extractive　solutions　have　intimate　relations
with　ChE　specificity　and　that　this　fact　may　serve　as　a　means　of　determining　ChE　specificity・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CReeeived　Jan．　IL’，　1953）
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